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KALZIUM 
i NATRIUM 
KALIUM 


Flammenphotometrische Bestimmung (FLAPHO_ 4 und MODELL III) 


In einer Azetylen/Luft-Flamme werden Alkalimsetall- u. Erd- 
alkalimetallatome zur Emission eines diskontinuierlichen Spek- 
trums angeregt. Die Intensität des emittierten Lichtes ist der| 
Konzentration der. entsprechenden Metallionen in den Probelö- 
sungen proportional. 


TE a en 


Reagenzien: 


Reagenz He rstellung 


Natriumchlorid p.a. 












Bei 105 °C bis zur 


Kaliumchlorid p.a. Poswichtskonstanz trocknen, 
Kalziumkarbonat 


D38. 


Na-Ig. 210,40 g Natriumchlorid in bidest. 
Wasser lösen und zu 1 000 ml auf- 
füllen. 


K-Ig. 16,03 g Kaliumchlorid in bidest. 
Wasser lösen und zu 1 000 ml auf- 
füllen. 


Ca-Lg. 12,51 g Kalziumkarbonat in wenig 
Salzsäure lösen und mit bidest. Was- 
ser zu 1 0O0C ml auffüllen, 


Wasser/Methanol- 200 ml Methanol p.a. werden zu 
Gemisch 1 000 mi Lösung mit bidest. Wasser 
ergänzt. 
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KALZIUM Flammenphotometrische 
NATRIUM Bestimmung 
KALIUM (FLAPHO 4; MODELL III) 


mÄqu. Na/l 144 160 Leif; 
mg Na/100 ml 331 368 402 


Einwaage g 

NaCl Bea 7,598, 2,8,436,.2779.351..10,.228 
+ ml K-1g. LI 1.20.0001. 
+ ml Ca-Ig. IL 1 __20 12 ,| 


alle 5 Lösungen mit bidest. Wasser zu 
1 000 ml auffüllen, 


K-Standard-Lösungen: 


Einwaage g 
Kc1 0,201 0,298 0,321 0,373 0,410 
HE ERBE NEN BE En 


+ ml Na-Ig. 40 
+ ml Ca-lg. mn DI lm 


alle 5 Lösungen mit bidest. Wasser zu 
1 000 ml auffüllen. 
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KALZIUM Flammenphotometrische 
NATRIUM Bestimmung 
KALIUM (FLAPHO 4; MODELL III) 


Einwaage g 
CaCco3 0500 0,225 0250 DE 
+ ml konz. 
HC1 
+ ml Na-Ig. 
+ ml K-Ig. 


alle 5 Lösungen mit bidest. Wasser z 
1 000 ml auffüllen, 
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KALZIUM 
NATRIUM 
KALIUM 


Flammenphotometrische 
Bestimmung 
(FLAPHO 4) 


Plasma M3nV,.2 
Serum M0703,3 
M 04,1 





Ausführung (FLAPHO 4): 


A. Vorbereitung der Proben: 





Ausführung 


0,2 ml Plasma 0,2 ml Na-, K-, 
(Serum) Ca- Stand.- 
Lgen. a- oe 


bidest. Wasser 


mischen (= Verdünnung 1). 


Verdünnung 1 
zur Bestimmung von KALZIUM 


zur Bestimmung von KALIUM 


Verdünnung 1 0,2 ml Verdünnung 1 
der Probe der Na-St.- 
Igen. a-oe 


bidest, Wasser 


mischen (= Verdünnung 2), 


Verdünnung 2 


| zur Bestimmung von NATRIUM 





Blatt 4 





an 


ai 


. 


ao. Tab Aa 


u nn 


+ 


% 





KALZIUM Flammenphotometrische 
NATRIUM Bestimmung 


KALIUM (FLAPHO 4) 





Ausführun FLAPHO - Fortsetzung. 
B. Bestimmung von KALZIUM, NATRIUM und KALIUM: 


kungen 


Einstellung des FLAPHO 4 (s. dazu auch 
Betriebsanleitun 









a. Preßluftmenge auf ca. 280 1/Std. 
einstellen. 






Azetylenmenge nach Ermittlung des 
Umkehrpunktes einstellen (ca. 


60 1/Std.). 







Filter Verstärkerstufe 







1 Ca 62 08.47 
1 Na 59 a3 
2 KT ca. 4 











Messung: 
a. Nulleinstellung mit bidest. Wasser. 






b. Messung der Standardansätze a - e des 
jeweiligen Elementes nach steigender 
Konzentration. 

Meßwert-Ermittlung auf der Ca- bzw. 
Na- bzw. K-Skala. 
















Messung der Probelösungen. Nach je- 
weils 5 Proben sind die Nulleinstel- 
lung und der Meßwert des Standardan- 
satzes c zu überprüfen (evtl. nach- 

stellen). 

Meßwert-Ermittlung auf der Ca- bzw. 

Na- bzw. K-Skala. 
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Flammenphotomstrische 
Bestimmung 


(FLAPHO 4) 





Berechnun Ausführung FLAPHO 


Die Probenkonzentrationen können auf der Ca- bzw. Na- 
bzw. K-Skala direkt abgelesen werden, wenn die Konzen- 
trationen der Standardansätze (in mÄqu/l) richtig ange- 
zeigt werden. 

Treten Abweichungen auf, dann ist aus den Standardkonzen- 
trationen und den jeweiligen Meßwerten eine Eichkurve zu 


konstruieren. Die Probenkonzentrationen sind dann daran 
zu ermitteln. 


1 mäqu.Ca/l 2,00 mg Ca/100 ml 
1 mäqu. Na/l 2,30 mg Na/100 ml 
1 mÄqu.K/l 3,91 mg K/100 ml 





Anmerkungen: 
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KALZIUM Flammenphotometrische 


NATRIUM Bestimmung 
KALIUM (MODELL III) 





Ausführun MODELL III); 
A. Vorbereitung der Proben: 





0,3 ml Plasma 0,3 ml Na-, K-, Ca- 
(Serum) Stand.-Lgen. 
a-e 


+ 2,7 ml Wasser/Methanol-Gemisch 


mischen (= Verdünnung 1), 


Verdünnung 1 
zur Bestimmung von KALZIUM 


zur Bestimmung von KALIUM 


Verdün- 0,2 ml Verdünnung 1 
nung 1 der Na-5t.-Igen. 
der Probe a-oe 


bidest. Wasser 


mischen (= Verdünnung 2). 


Verdünnung 2 


| zur Bestimmung von NATRIUM 
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KALZIUM Flammenphotometrische 
NATRIUM Bestimmung 





KALIUM (MODELL III) 


Ausführun MODELL III) - Fortsetzun 
B. Bestimmung von KALZIUM, NATRIUM u, KALIUM: 


Kann zen 


Einstellung des MODELL III m dazu auch 
Betriebsanleitun 
















a. Preßluftdruck auf 0,4 atü einstellen, 


b. Acetylendruck nach Ermittlung des 
Umkehrpunktes einstellen. 


er | Ca Na K 
Filter |ICa 63 Na 59 K 77 


d. Blendenöffnung: 1/2 - 3/4 


Messung: 


a. Leerwerteinstellung mit bidest. Wasser 
auf 100 Skalenteile. 


b. Messung der Standardansätze a - e des 
jeweiligen Elementes nach steigender 
Konzentration. 


c. Messung der Probelösungen. Nach je- 

weils 10 Proben sind die Nulleinstel- 
lung und der Meßwert des Standard- 
ansatzes c zu überprüfen (evtl. mit 
Blende nachstellen), 
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KALZIUM Flammenphotometrische 
NATRIUM Bestimmung 





KALIUM (MODELL III) 


Berechnung (Ausführung MODELL III): 


Die ermittelten Meßwerte (Skalenteile) der Standardlösun- 
gen a - ea der jeweiligen Elemente sind gegen deren Kon- 
zentrationen aufzutragen,. 






Die Konzentrationen der Probelösungen sind aus der jewei- 
ligen Eichkurve abzulesen. 






Ä 2,C0O mg Ca/100 ml 
1 mÄqu. Na/l 2,30 mg Na/100 ml 
BR/l. 3,91 mg K/100 ml 







Anmerkungen: 
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KALZIUM Flammenphotometrische 
NATRIUM - Bestimmung 


KALIUM (FLAPHO 4 u. MODELL III) 





Methodenmerkmale: 


Methodenbearbeitung: IaT Eberswalds-Finow, 1978 


Wiederauffindung (%): 


FLAPHO 4 
MODELL III 
Präzision: 


in der Serie; 
(n = 20) 


FLAPHO 4 
MODELL III } (2,0 2,0 «2,0 


von Tag zu Tag: 
(n = 20) Ca Na K 


FLAPHO 4 
MODELL III (3,0 £3,0  g3,0 


Probenanzahl/Tag » AR: 


mind. 300 
(Einfachbestimmungen) 


Verbindlichkeitstemmin; 103407979 
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| MAGNESIUM 





| Nagnesium-Ionen bilden in wäßrig-alksholischer Lösung bei pH 
i 9 - 10 mit Magon eine rotviolette Komplexverbindung. 





; Serum, Plasma (Anmerkung 1) 


Resgenzien: 





re sr ER Ehen EEE ERSEIEEREN FERRRERRRERE 
Reagenz Konz. Herstsiiung 

1 Triäthanolamin 8. u. 3! 

2 | Magon (x) 

3 | Testiösung Zu 10 ml Trißthanolasin weruen 


10 me in De gsgeben; Le. mi ! 

bidest, Wasser zu 160 ni aufs 

füllen. 

Haltbarkeit: mind. 2 Yochen, 

Achtung! Die Testlösun? muß 

au sein, Bet Ketfärkung 15% 

das Triäthenolanin durch Es- | 

etillstion unter verminlcrtes . 

Druck zu relriaar (im 28 

bei 10 Torr!. i 
| 
5 
# 
A 
Li 


4 | Mg-Standard-Lg. 0,75 mi a. Testalampulle "HIV Maui" 
auf 1 000 mi Lg. auffüllen,; 
Oder:0,403 z Magnesiumsxid 
p.a. in wenig halbkenz, 
Salzsäure lösen; mit dset, 
Wasser zu 100 ml Lg. Auf» 
füllen. ı 
b. 0,75 ml Lg a mit dest. Hau-; 
ser zu 100 ml Ig,. au-füllen; 


Da 2 7 EEE TE TE 











i (x) Magon = Natriumsalz der i-Azo-2-hydroxy-3-(2,4-diweinyl- 
| karboxyanilido )-naphthalin-i-(Z-hydroxybenzol }-4» 


& 


sulfonsäurs (C25H20030658z ) 
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| MAGNESIUM Magon-Siebtest | Serum, Plasma E M 02.2, 





Ausführung; 






Geräte Ausführung Anmer- 3 






Serum 
(Plasma) 
mischen. 


Farbvergleich zwischen Probern- und 
Standardansatz. 


Auswertung: 





: Mit steizender Magnesiumionenkonzentration färht sich das Reak- 
| tionegsmisch zunehmend rot (Linearität im Bereich von 0 - 1 
5 mlci/l). F 
i Ist der Farbton der Probsansätze rötlicher als der des Steniard4 
ı ansatzes, so ist deren Magnesiumionenkonzentration?0,75 mu/1 = 4 


f 


| 1,82 mg/i00 mi Serum (Plasma). 
Anmerkungen: 


Als Antikoagulanz für die Plasmagswinnung nur Heparin ver-| 
wenden! 





Durch Veränderung der Konzentration der Mg-Standard-ig. 
können bellebige andere Grenzwerte eingestellt werden. 
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MAGNESIUM Magon-Siebtest M 02,.2,S 


Methodenmerkmale:; 


Methodenbearbeitung: IaT Eberswalde-Finow, 1977 


Proben mit einer Mg°+-Konzentrationsdifferenz von 0,1 mMol/1 
( =0,24 mg/100 ml) sind gut voneinander zu unterscheiden. 


Probenanzahl/Tag «» AK: mind. 700 
(Einfachbestimmungen) 


Verbindlichkeitstermin: 1. 03. 1979 





Blatt 3 





ee e?, 





aa LE 


IE 
6; 
RX 
E 
w 
i 
® 
g 
= 
cr, 
Per 
na 
%a 
4 














I\Loke 7,0 nor res trlbenotter: tuoanen tan 
wabiednerstes. 03 wein saor FR exis cz 


1 


EN ERLITT. : u 











Ra ne ee a nn ne nn en u a han 
oT % Dick f R} HA Mix 
- R| > 
(euasemnttaadiontntE) i 


ge Eu 


2 EN et TEE 


—. 
. A 
EB 1 ih a aan ANETTE N ee 
4 : . 
B Fi 1 ar . eg is K y * 
EIRN AAO N AED 


Ma a nn Aa are PEN Zee TB EI TEEN ET Sn WE 
















PANT: 


EISENBINDUNGSKAPAZITÄT (totale) 


Bathophenanthrolin-Methode (ohne Enteiweißung): 


Durch Zugabe einer überschüssigen Menge Fe2+-Ionen zum Serum 
(Plasma) wird das Transferrin Fe-gesättigt. Danach wird das 


überschüssige Fe2+ zusammen mit basischem Magnesiumkarbonat 
ausgefällt. Im Überstand ist das proteingebundene Fe entspre- 
chend Methode M 05.1 quantitativ zu bestimmen. 


Serum, Plasma (Anmerkung 1) 


Reagenzien: 
Ir.) Reagenz Konz. Herstellung 





Magnesiumchlorid- ca. 2% 20 g Magnesiumchlorid p.a. in 
Lg. 1 000 ml dest. Wasser lösen. 


Hydroxylammonium- 
chlorid p.a. 


Natronlauge 30 % 30 g Natriumhydroxid p.a. in 
70 ml dest. Wasser lösen, 


Eisessig p.a. 


Emulgator-Lg. 180 g EMULGATOR E 30 in 400 ml 
heißem dest. Wasser lösen, 
300 ml Magnesiumchlorid-Ig. 
und danach soviel Natronlauge 
(max. 2 - 3 ml) zugeben, daß 
das Mg als Mg (OH)> ausfällt. 
Am nächsten Tag filtrieren. 
20 g Hydroxylammoniumchlorid 


in wenig dest. Wasser zugeben. 
Lg. mit Eisessig auf pH 5 ein- 
stellen, kühl aufbewahren. 

Lg. vor Gebrauch mit gleichen 
Volumenteilen bidest. Wasser 
verdünnen. 


Bathophenanthrolin- 25 mg Bathophenanthrolin-di- 
Lg. sulfonsaures-Na in 10 ml dest. 
Wasser lösen. 


Natriumkarbonat- 0,6 M 17,8 g Natriumkarbonat 

Ig. (Na2C03 - 10H20) in dest. Was- 
ser lösen und zu 100 ml auf- 
füllen, 


Magnesiumsulfat- 0,6 M 14,8 g Magnesiumsulfat p.a. 

Ig. (MgS0O4A - 7H20) in dest. Was- 
ser lösen und zu 100 ml auf- 
füllen. 
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EISENBINDUNGSKAPAZITÄT | Bathophenanthrolin- | Serum M 05.4.4 
(totale) Methode (o. E.) Plasma . 
Reagenzien (Fortsetzung): 


Reagenz Konz, Herstellung 


Eisen-Lg. 2 mg/ 140,8 mg Ammoniumeisen(II)- 
100 ml sulfat p.a. ((NH4)2 Fe (S04)> 
« 6 H>0) in dest. Wasser lösen 
und zu 1 000 ml auffüllen, 
2 Tropfen konz. Schwefelsäure 
zugeben. 


Eisen-Standard- 1 mg/ 70,4 mg Ammoniumeisen(II)- 
Ig. 100 ml sulfat p.a. ((NH4)2Fe(S04)2 


« 6 H20) in dest. Wasser lösen 
und zu 1 000 ml auffüllen. 

2 Tropfen konz. Schwefelsäure 
zugeben. 
Pür-d3#-Bichkurve-0,5.-4r,0- we, 
3,0 ml Lg. mit dest. Wasser 

zu 10 ml auffüllen (2175, 
3501 OO. Fe/il0d. ml) 
Haltbarkeit der verdünnten 
Eichlösungen: mind. 3 Tage 
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EISENBINDUNGSKAPAZITÄT Eöshonhenanthzelin- Seru 1-05. 
(totale) Methode (o. E Plasma D° 


Austlarng: 


0,2 ml Serum 0,2 ml Serum 
(Plasma) (Plasma) 
+ 0,1 ml Eisen-Lg. + 0,1 ml dest. 


Wasser 


mischen, 10 Min. im Wasserbad 
(37 0°C) erwärmen. 


l Natriumkarbonat-Lg. 
l Magnesiumsulfat-Lg. 


mischen, nach 35 Min, zentrifu- 
ieren, 
berstand weiter nach B verar- 
beiten. 
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| EISENDINDUNGSKAPAZITÄT | Bathophenanthrolin- 





(totale ) | Methods {o. BE.) 


Ausführung (Fortsetzung }: 


B. Bestimmung des Transferrin-Eisens: 


u. 3 = 3 u 3 Ho FT a 


ET Er TEE TIL LT TEE TE TEE NEBHE, 
® 









Ausführung 


REEL TEEN 


I HRG | 0,9 ml Emulgator-Ig. era 3 


Er 2: 


pP L 
2| + 0,3 ml + 0,3 ml + 0,3 ml + 0,3 mi Ws 5 
Überstand Überstand Fe-Stand.- dest. | 
j aus A aus A Eichlg. Wasser 
| + 0,03 mi + 0,03 ml + 0,03 mi + 0,03 ml116 
Bathonh,- dässt, Bathoph, - dest, 
Lg. Wasser Lg. Wasser | 


mischen. 


Nach mind. 30 Min. P 
und St gegen Lat bei 
photometrisren 


5 


» 
® 


I. 8 





Berechnung: 








a. Die Extinktionen der Fe-Standard-Ansätze (Bichpunkte ) 
sind gegen deren Fe-Konzentrationen aufzutragen (Anmer- 
kung 2). 


Die totale Eisenbindungskapazität der Proben ist auf der 
Eichgeradsn abzulssen, 
Angaben in „ug Fe/100 ml Serum (Flasma). 






BEBARTE 
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| EISENBINDUNGSKAPAZITÄT | Bathophenanthrolin- | 


(totale) Methode (0. E.) 





Anzerkungen: 
Als en, für Plasmagswinnung Heparin verwenden! 


Die Emulgator-Lg. Gerf sich bei Zusatz von Bathopkenanthro-i 
lin-Lg, höchstens noch schwach rosa färben. In Solcenen 
Fällen verläuft die Eichkurvs nicht durch den Kocrdinaten- 

| ursprung. 





Vor dem Zussmüengeben sind die Emulgator-Lez. un?! des Serum 
(Plasma) auf Zimmertemperetur zu erwärmen. ' 


Sollten nach dem Zusatz von Serum (Plasma) zur Enulgator- 
Ig. Trübungen auftreten, dann ist der pH-Wert der Emulga- 
tor-Lg. zu überprüfen; nötigenfalls ist er mit Natronlauge 
bis auf 5,5 zu erhöhen. 


Die zugesetzte Menge Bathophenanthrolin-Lg. ist eusreloächd 
für Fe-Konzentrationen bis 1 750 ag Fe/ith ml (totele Fe= 


5 
| Für jede Probe ist ein gesonderter L, zu bereiten, 
Bindungskapazität) 





er re ee Re ae 


Beenndenmerkmale: 


 Mathodenbsarbeitung: IaT Eberswalds=-Finow, 1974 | 


DA EEE = EEE EEE he u FE ÜBTE RT See rag | 





Wiederauffindung: 


| Präzision: a. in der Serie: e% $ 40 
er ar) ; 
f 8 
b. von Tag zu Tag: s% €& 6,0 | 
ae DR ! 


Probenanzahl/Tag . AR: ac 
‘Doppelbestimmungen?! 


RESTE EEE EL EEE EEE ENTER EHIDE 





Verbindlichksitstemin: 1: 03. 1979 
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ANORGANISCHES PHOSPHAT | M 06.2.8 


Siebtest: 
Phosphat-Ionen werden mit Molybdat zu Molybdatophosphorsäure 


umgesetzt, die mit Malachitgrün eine blaugrüne Additionsverbin- 


dung ergibt. 


Plasma, Serum 


Reagenzien: 


Reagenz 


Polyvinylalkohol- 0,5 g/ 
Lg. 100 ml 


Malachitgrün-Lg. 5 mM 


Ammoniummolybdat- 10 mM 
Lg. 


Testlösung 





Herstellung 


0,5 g Polyvinylalkohol in 90 
ml dest. Wasser durch Erwärme 
lösen. 

Nach dem Abkühlen zu 100 ml 
auffüllen. 


182 mg Malachitgrün in 100 ml 
ie lösen. 


ri Ammoniummolybdat 
(Änitg Yguo 7024 « 4 H20) in 50 
nl dest asser lösen; 50 ml 
konz. Salzsäure p.a. zugeben, 
Haltbarkeit: mind. 4 Wochen 


10 ml Malachitgrün-Lg. mit 8 

ml Ammoniummolybdat-Lg. mi- 

schen; mit dest. Wasser zu 

100 ml auffüllen. Vor Gebrauch 

30 Min. stehenlassen. 

Haltbarkeit; mind. 2 Wochen 
(Plasteflasche!) 
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ANORGANISCHES PHOSPHAT | Siebtest M 06.2.5 


Ausführung: 


FE Be 
ee en 


200 ul dest. Wasser 













+ 10 al Plasma + 10 al Testplasma 
(Serum) (-serum) 





mischen. 











20 al Verdünnung 
+ 130 Al Testlösung 


mischen, 






Nach 30 Min. visuelle Einschät- 
zung der Farbintensität der Pro- 
beansätze. 


Auswertung: 


Die Farbintensität der Ansätze ist proportional der Phosphat- 
konzentration im Plasma bzw, Serun. 


Die Farbintensität der Probsansätze wird gegen die des Stan- 
dardansatzes visuell eingeschätzt, 
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ANORGANISCHES PHOSPHAT | Siebtest M 06.2.5 


Anmerkungen: 


Die bereitete Serumverdünnung kann auch für den Glukose- 
Siebtest (K 01.2 5), den Gesamt-Eiweiß-Siebtest (E 01.2 5) 
und den A -Globulin-Siebtest (E 03.1 S) eingesetzt werden. 


Als Testplasma (-serum) sind Proben mit einer Phosphatkon- 


zentration an der unteren Grenze des Normbereiches zu ver- 
wenden, Standardlösungen oder mit Wasser verdünnte Plasma- 
proben sind nicht einzusetzen! 


Die Zugabe der Testlösung zu allen angesetzten Verdünnunge 
muß schnell und ohne zeitliche Verzögerungen erfolgen. 





Methodenmerkmale;: 


Methodenbearbeitung: IaT Eberswalde-Finow, 1977 


Proben mit Phosphatkonzentrationsdifferenzen von 1 mg/100 ml 
sind gut voneinander zu unterscheiden. 


Probenanzahl/Tag - AK: mind. 500 


(Einfachbestimmungen) 





Verbindlichkeitstermin: 1. 03... 1979 
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NETTO-SÄURE/BASE-AUSSCHEIDUNG 
(NSBA) 


Säure-Base-Titration: 


Definiert angesäuerter Harn wird nach Zugabe von Formalin mit 
Natronlauge gegen Phenolrot titriert. 


Harn (Anmerkung 1) 


Reagenzien: 
Reagenz Konz. Herstellung 





Salzsäure Testam ae eo AEN) mit 
Aueh asser zu 000 ml auf- 
üllen. 


Natronlauge Testampulle (NaOH; 0,1 N) mit 
dest. Wasser zu 1 000 ml auf- 
füllen. 


Formaldehyd-Lg. 1 000 ml ca. 30 %ige Formalde- 
20 hyd-Lg. mit 500 ml dest. Was- 


Sa verdünnen; pH-Wert auf 6 - 
5 (Indikatorpapier!) einstel- 
en. 


Indikator-Lg. r 0,1 g Phenolrot in ca. 20 ml 
Äthanol lösen (evtl. erwär- 


men); mit dest. Wasser zu 100 
ml auffüllen. 


NSBA-Standard- Mischharn von 5 - 10 Kühen 
Harn (s. Anmerkung 1) gewinnen und 
in 15 ml-Portionen be 
<-12 °C aufbewahren. 
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Ausführung: 
Tem 


r 







10,0 ml Ham 10,0 mi NSBA-Stand,. 


+ x ml Salzsäure + y ml Salzsdurs N | 


nischen; 30 Sek, kochuns abkih- | 
len lassen, 
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Anmerkungen: 

1 |Nur Spontan- oder Katheterharn verwenden. Harnseninahme bis - 

3 Stunden nach der Fitterung! 
iAlter der Tiere u. Reproduktionsstadium bsachten (3. - 6. 

| Laktation; 14. - 200. Melktag) 

Max. Lagerzeit der Proben , zur NSBA-Bestimmun ; 

Raumtemn.: 6 Stunden; 2 - 5 %C: 3 Wochen; & -12 c: ı Jahr.) 


2 !Harn vor dem Einsatz mischen und auf Raumtemp. erwärmen, 
3 |Jeder Probe sind gesondert sovisl ml (x, Y, ...) Salzsäure } 


zuzugeben, daß ein pH-Wert & 4,0 erreicht wird (mit Indika-t 
torpapier prüfen!). 


4 !Bei stark gefärbten Probslösungen ist eine potentionmstri- 
sche Titration anzuraten. 


Fig nl "= Be nr. a ne RE Tr EZ 
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Sektion Tierprod./Vsterinärmsdizin; | 
Fachzruppa Innere Msdizin ser KM 
Leivnzig; 1977 
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| Wiedereuffindung: 3 - 100 % 





ı Präzision: 
in der a: 5 % £ 0 
Ö 


von Tag zu Tag: 5% & 1,0 


(n_=_20 


m 0 3 m 3 u OD a u 


Probenanzahl/Tag +» AK: mind. 100 
(Einfachbestimmungen) 
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i Verbindlichkeitsternmin: 1. 03. 1979 
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NETTO-SÄURE/BASE-AUSSCHEIDUNG (NSBA) 





Siebtent: 


iı Harn wird mit seiner definierten Mangs Selzsäure angesäuert und !; 
aufgekocht, Nach Zugabe von Formalin-Lösung und untersechisdli« | 
chen Mengen Natronlaugs erlaubt die Färbung dss Inäikators E 
# Phenolrot eine Einschätzung der NSBA. 


Harn 





Reagenzien: 





En : gi Se EEE: VERHELFEN EEE 
Eu Reagenz Konz, Hersetsilung 
Salzsäure ı N Testalampulle "i N HC1" wit | 
dest. Wasser zu I OOO ml auf- ı 
füllen. R 
; Natronlauge ıN Testalampulle *1 FE NaodH" mit 
dest, Wasser zu 1 000 mi zuf« 
| nr Anmarkun? 1, | 
| Phenolrot-Lg. er Phanolrst in 20 ni Athe=- 
n83 40 °C) on. ‚a ume Ar Saat, 
Wassar zu 100 mi Lg. &uifülise 
| Pormslin-Lg. car 26 mi Formalin Di3 5 (30 Bie) 
20% mit 10 ml dast. Wangen ve | 
| dünnen, 
'Formalin- 10 ml Formalin-Lg. mit 0,2 ml 
Phenolrot-Lg. Phenolrot-Lg. mischen und nit 





Natronlauge neutralisieren { 
(auf Mischfarbe rotorangs ein-j 
ee ' 
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| NERTO-SÄU B-AUS FE RETTET SRTEEEREN ) WEITET 
| zero SÄURS/BASE AUSSCHEIDUN! | 7 Pe el 


Ausführun ne: 


500 al Ham 
Ii+ 100 ul Salzsäure 





mischen. Im Heizblock (120 °C) ca. 
ı Min. srhitzen; auf Zimmertemp, 
abkühlen, 


Formalin-Phenolrot-Lg. 
mischen. 


ı Natronlauge 
mischsn. 
Ferbeinsshätzung A 
TeIbt die Mischung zitronengeib » 
dann Schritt 4 anschließen!) ' 
; 





ı Natronlaugs 


mischen. 
Farbeinschätzung B 


Aussage nach KUTAS 4 


normal 


2 


azidot. Belastung f 
metabol. Azidose ! 
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NETTO-SÄURE/BASE-AUSSCHEIDUNG 
(NSBA) 





Siebtest M#1021,5 


Gleiche Volumina 1 N Salzsäure und 1 N Natronlauge mischen 
und mit 1 -— 2 Tropfen Phenolrot-Lg. versetzen. Die Mischung 
muß sich rotorange (Mischfarbe des Indikators!) anfärben. 


Harn nicht filtrieren. Vor Einsatz mischen, 


Der Harn soll nach dem Zusatz von Salzsäure einen pH-Wert 
& 4 besitzen, 


Durch portionsweise Zugaben von 10 al Natronlauge kann im 
Bedarfsfall die NSBA auf 20 mVal/l genau bestimmt werden. 


Anmerkungen: 





Methodenmerkmale: 





Methodenbearbeitung: IaT Eberswalde-Finow, 1976 


Härnproben mit einer NSBA-Differenz von 10 - 20 mVal/l sind am 
Aquivalenzpunkt gut voneinander zu unterscheiden. 


Probenanzahl/Tag - AK: mind. 400 


(Einfachbestimmungen) 


Verbindlichkeitstemin: 1° 03. 1979 
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ALKALIRESERVE (AR) M-11.1,.5 


Siebtest: 


Die AR ist die Gesamtmenge des durch Säure freisetzbaren CO> im 
Vollblut bzw. Blutplasma (in Vol.%). Beim Siebtest diffundiert 


das freigesetzte CO» in eine definierte Menge Natronlauge be- 
kannter Konzentration. Beim Überschreiten des unteren Grenzwer- 
tes wird gleichzeitig der Aquivalenzpunkt der Säure-Base-Reak- 
tion durchlaufen; der zugesetzte Indikator Phenolphthalein 
schlägt von rot nach farblos um. 


Vollblut, Plasma (Anmerkung 1) 





Reagenzien: 


Reagenz Konz. Herstellung 


Zum Ansetzen der Reagenzien ist destilliertes Wasser (vor 
Gebrauch nochmals auskochen!) zu verwenden. Die Vorratsfla. 
schen müssen luftdicht verschließbar sein. 


Natriumbikarbonat- 0,02 N 0,168 g Natriumbikarbonat 
Standard-Le. (NaHCO3) in Wasser lösen; zu 
100 ml auffüllen, 


Schwefelsäure a4 Zu 89 ml Wasser vorsichtig 6 m] 


10 %ig konz, Schwefelsäure geben, 


Natronlauge 0,05 N Testalampulle "0,1 N Natronlau 
ge" mit Wasser zu 2 000 ml Ig. 
auffüllen. 


Testlösung In 10 ml Natronlauge 10 mg 
Phenolphthalein lösen. 
Haltbarkeit: ca. 2 Tage bei 
2 -— 5 0°C im Glas- 
gefäß. 
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ALKALIRESERVE (AR)| Siebtest Vollblut, Plasma | u n.n.s] 


Ausführung: 


Ser en 


20 ul Testlösung 


50 al Schwefelsäure 


+ 50 ul Vollblut + 50 U NaHCO3-Stand. 
(Plasma) Lg. 


sofort (!) den PA-Deckel mit der 
Testlösung umgekehrt auf das 
M-RG fest aufsetzen. 


Nach 1 Stunde visuelle Einschät- 
zung der Farbintensitäten. 


rot 
(bzw. farbintensiver als 
der Standardansatz) 


(bzw. farbschwächer als 
der Standardansatz) 


Umrechnung: mVal HCO3"/l = 01.8. 0C057°x 0,449 
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ALKALIRESERVE (AR)| Siebtest Vollblut, Plasma M 11.1.5 


Anmerkungen: 





Das Blut ist aus einer ungestauten Vene zu entnehmen. Beim 
Anritzen einer Ohrvene kann das Blut direkt mit einer Mikro 
literpipette abgenommen werden. Ansonsten wird eine PA, die 
30 al Heparin und 1 kleine Schrotkugel enthält, bis zum obe 
ren Rand mit Blut gefüllt, sofort verschlossen und ge- 
schwenkt. Die Messung muß innerhalb von 2 Stunden (Lagerung 
über Eis!) erfolgen. Bei Verwendung von Plasma ist entspre- 
chend zu verfahren. Das Plasma muß sofort nach der Blutent- 
nahme gewonnen werden! 

Die AR des Vollblutes ist ca. 4 Vol.,% niedriger als die des 
Plasmas. 


Als Filterpapier Chromatographiepapier FN 2 verwenden. In 
den PA-Deckel ein mit einem Bürolocher ausgestanztes Pa- 
pierstück einlegen und mit Testlösung tränken, In das M-RG 
wird ein Papierstück 20 x 25 hochkant als Röllchen einge- 
bracht. Die Schwefelsäure und das Vollblut (Plasma) bzw. 
die Standard-Lg. werden auf das Papier pipettiert. 


Es ist darauf zu achten, daß die aufgesetzten PA-Deckel 
dicht schließen und keinerlei Beschädigungen (Risse, Löcher 
aufweisen. Passende M-RG vor Gebrauch heraussuchen! 


Durch Aufgeben anderer Volumina an NaHCO3-Standard-Lg. kann 
die Konzentration der Testlösung überprüft werden. Es müs- 
sen sich folgende Färbungen ergeben: 


45 ul Stand.-Ig. 2 2053. 001.009 7, = rot 


55 al Stand.-Ig. 49,3 Vol.,% CO2 = farblos 


Es ist zu vermeiden, daß Atemluft des Untersuchers (CO>2!) 
in die M-RG bzw. PA-Deckel gelangt. Die Probeansätze sind 
sofort (!) zu verschließen. 





Methodenmerkmale: 





Methodenbearbeitung: IaT Eberswalde-Finow, 1977 


Proben mit einer AR-Differenz von 5 Vol.% CO>2 sind deutlich 
voneinander zu unterscheiden. 


Probenanzahl/Tag - AK: mind. 400 
(Einfachbestimmungen) 


Verbindlichkeitstermin: 14.03.,1979 
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KREATININ 


Pikrinsäure-Methode:; 


Kreatinin bildet mit Pikrinsäure in alkalischer Lösung eine 
orangsrote Komplexverbindung. 


Serum, Plasma, Harn (Anmerkung 1) 


Reagenzien: 


Reagenz Konz. Herstellung 


Pikrinsäure-Lg. 2,0 g umkristallisierte Pi- 
krinsäure durch Erhitzen in 100 
ml dest. Wasser lösen. Nach 24 
Stunden Lg. vom Bodenkörper 
abdekantieren,. 
(Umkristallisieren von Pikrin- 
säure: 

1 Teil Pikrinsäure durch Er- 
hitzen in 1,5 Vol,-Teilen Eis- 
essig lösen; eine Spatelspitze 
Aktivkohle zugeben; 3 Min. un- 
ter Rühren weiter erhitzen. 
Heiß filtrieren. Nach dem Ab- 
kühlen Pikrinsäure-Kristalle 





absaugen und feucht in brauner 
Glasflasche aufbewahren), 


Salzsäure 8,3 ml Salzsäure p.a. (37 %) 
DEN mit dest. Wasser zu 100 ml auf 
füllen. 


Natronlauge ca. 10 g Natriumhydroxid p.a. in 
0,25NN dest. Wasser lösen; zu 100 ml 
auffüllen. 


Kreatinin- 100 mg/ 50 mg Kreatinin p.a. (über 

Standard-Lg. 100 ml Phosphorpentoxid getrocknet) 
in 0,1 N Salzsäure zu 50 ml 
Lg. lösen, 


Kreatinin- 2 mg/ ı ml der Kreatinin-Stand.-lg. 
Standard-Lg. 100 ml a mit 0,1 N Salzsäure zu 50 ml 
auffüllen. 
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KREATININ Pikrinsäure-Methode 
Ausführung: 
kungen 


P 
+ 0,3 ml + 0,3 ml + 0,3 ml 

Serum Wasser Kr.-Stand. 

(Plasma) 
schütteln (30 Sek.). 15 Sek. 
im kochenden Wasserbad erh.; in 
kaltem Wasser abkühlen; zentri- 
fugieren. 


Überstand 
Natronlauge 



































mischen; dunkel stellen. 







Nach 20 Min. P und St gegen L 
bei 530 nm photometrieren, 
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KREATININ Pikrinsäure-Methode Harn #5 N 01,1 


Ausführung 


1,00 ml Pikrinsäure-Lg. 


+ 0,01 ml + 0,01 ml + 0,01 ml 
Harn Wasser Kr.-Stand. 


mischen. 


Nach 20 Min. ? und St gegen L 
bei 530 nm photometrieren. 
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KREATININ Pikrinsäure-Methode A a N 01.1 


Anmerkungen: 


Für die Bestimmung ist zentrifugierter Harn (max, Lagerzeit: 
Zimmertemp.: 2 Tage; 2 - 5 °C: 4 Wochen) zu verwenden. 
Eingefrorene und wiederaufgstaute Harnproben sind nicht ein 
zusetzen. | 


Ende der Pipettenspitze in die Pikrinsäure-Lg. eintauchen 
und durch Aufziehen und Ausstoßen der Reaktions-Lg. aus- 
spülen. 


Methodenbearbeitung: IaT Eberswalde-Finow, 1974, 1978 


Wiederauffindung: 


Präzision: 
in der Serie; 


Probenanzahl/Tag » AK: mind. 150 
(Einfachbestimmungen) 
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HARNSTOFF N 02,1 


Diazetyldioxim wird teilweise hydrolysiert. Das entstehende 
Diazetylmonoxim bildet mit Harnstoff eine gelbe Komplexverbin- 


dung. 


Diazetyldioxim- 
Ir; 


Schwefelsäure- 
Lg. 


Perchlorsäure- 
Lg. 


Harnstoff- 
Standard-Lg. 


ı g Diazetyldioxim (= Dimethyl 
glyoxin) in 91 ml abs. Athanol 
lösen; 23 ml dest. Wasser zu- 
geben. 


Zu 0,5 g Phenazon u. 0,45 g 
Eisen(II)-ammoniumsulfat 60 

ml dest, Wasser u. 15 ml. konz. 
Schwefelsäure p.a. (Vorsicht!) 
geben. 

Nach vollständigem Auflösen mit 
eh Wasser zu 100 ml auffül- 

en. 


48 ml 70 %ige Perchlorsäure in 
ca. 900 ml dest. Wasser ein- 
fließen lassen; zu 1 000 ml 
auffüllen. 


40 mg Harnstoff (über Phosphor 
pentoxid getrocknet) in dest. 
Wasser zu 100 ml Ig. lösen. 
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Modif. Diazetylmonoxim-| Serum 


Ausführung: 


Pe: 
PA 


2 ; + 0,02 ml + 0,02 ml 
Wasser Harnst.- 
(Plasma ) St.-Lg. 
schütteln (1 Min.); zentri- 
fugiseren. 


3 IpH * Überstand 
Diazetyldioxim-Ig. 
Schwefelsäure-Lg. 


mischen; 30 Min. im kochenden 

Wasserbad erhitzen. Abkühlen 

lassen. 20 Sek, zentrifugieren 
3 


P und St gegen L bei 470 nm 
photometrieren, 


= x mg Harnstoff/100 ml Serum (Plasma) 
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Modif. Diazetylmonoxim- Serum 
HARNSTOFF Meraade 202 


Anmerkungen: 


Die Proben sind möglichst umgehend aufzuarbeiten. Eingefro- 
rene und wiederaufgetaute Proben ergeben im allgemeinen zu 
niedrige Harnstoffkonzentrationen. Enteiweißte Proben können 
bis zur Bestimmung mehrere Tage bei 2 - 5 °C aufbewahrt wer- 
den. 


Für den Arbeitsschritt 3 werden Plastehülsen 10 ml (pH”*) 
verwendet. Beim Erhitzen der Reaktionsmischung sind die Pla- 
stehülsen mit einem Plastedeckel, der in der Mitte mit eine 
Nadel durchstochen wird, zu verschließen, 


Durch das Zentrifugieren werden die Kondensattropfen im 
Oberteil der PH* in die Reaktionsmischung zurückbefördert. 





Methodenmerkmale: 
Methodenbearbeitung: IaT Eberswalde-Finow, 1978 


Wiederauffindung: 


Präzision: \ 
in der Serie: 


mind. 150 
(Einfachbestimmungen) 
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VITAMIN A Need 


CARR-PRICE-Methode:; 


| | Tr TE TE Ed A 





Antimontrichlorid bildet mit Vit. A in Chloroform eine inten- 
siv blaue Anlagerungsverbindung. 


Leber, Kolostrum 


Reagenzien; 


Reagenz Konz. Herstellung 


Chloroform DAB 7 2 x mit dest. Wasser waschen, 
mit Na2504 trocknen, fraktio- 
niert destillisren (Kp. 61,2 
DR 





Natriumsulfat 
DAB 7 (wasserfrei) 


Essigsäurseanhydrid 
reinst 


Antimon(III)- 25 g SbCl3 (zur Vitamin A- 

chlorid-Lg. Bestimmung) in 100 ml Chloro- 
form im Erlenmeyerkolben un- 
ter Erwärmung (Wasserbad) 1ö- 
sen, mit Na2S04 trocknen, 
lichtgeschützt bei 2 - 5 °C 
lagern, 
Vor Gebrauch vom evtl, Boden- 
körper abdekantieren u. zu 50 
ml Lg. 1 ml Essigsäureanhydrid 
geben, 
Achtung! Lg. ist extrem wasser 
empfindlich. Verschlossen auf- 
bewahren! 


Äthanol 6% 


Kalilauge 30 % 30 g Kaliumhydroxid p.a. in 
70 ml dest. Wasser lösen. 


Trichloressig- 10% 1° 8 Trichloressigsäure in 90 
m e 


säure-ig. st, Wasser lösen, 


Kupfersulfat-Ig. 8 g Kupfersulfat in 100 ml 


dest. Wasser lösen. 1 ml konz. 
Salzsäure zugeben. 


Cyclohexan rein Fortsetzung Blatt 2 
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Leber er er | 
VITAMIN A CARR-PRICE-Methode ee] V ne 


Reagenzien (Fortsetzung): 


Vit.A- 300 IE/ 1 Kapsel Vit.A-Alkohol Jena- 
Standard-Lg. a ml pharm (30 000 IE) wird unter 
Cyclohexan aufgeschnitten und | 
mit Cyclohexan zu 100 ml Ig, 
aufgefüllt. 


Vit.A- 60 IE/ 10 ml Vit.A-Ig. a mit Cyclo- 
Standard-Lg. b ml hexan auf 50 ml auffüllen, 
Haltbarkeit: 1 Woche. 




















Vvit.A- 6 IE/ml 1 ml Vit.A-Lg. a mit Cyclo- 
Stendard-Lg. c hexan auf 50 ml auffüllen, 
| - Haltbarkeit: 1 Woche. 












Dis Vit.A-Standard-Lösungen sind in dunkler Flasche bei 
2 - 5 ©C aufzubewahren. 






i In den Arbeitsvorschriften werden folgende zusätzliche Abkür- 
i zungen verwendet: 


Ch. : Cyclohexan; KOR; Kalilauge 
Ath,; Athanol 
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1 VITAMIN A CARR-PRICE-Methode ur | 


m ne: 
Yersoifun „ger Leber; 


1,0 g Leberhomogenat 1 | 
+ 1,0 mi Kalilauge h 
PH mit Innendeckeln verschließen. | k 
30 Min, bei 60 °C erhitzen (Al,- 

Block); auf Raumtemp. abkühlen | 
(Wasserbad). Lg. weiter nach B, Ä ö 
verarbeiten, 


B, Extraktion und a ut Ben Bern En 


P L St | 
Lg. aus A. 1,0 mil KON 4 ‚0 ml KOH 
+ 1,0 ml Äth. +1,0 ml Äth, +1 ‚0 mi Äth. 
+ 159 ml C-h, + 1,9 ml C-h, 5 | 
= - ie mi Vit,- ; 
A-5tand.,- | 
Lg. b 
PH mit Innendeckeln verschließen, 
2 Min. schütteln (Schüttelmaschi- 
ne!), 20 Sek. zentrifugieren, 














H-RG 0,05 ml obere Phase = 
+ 0,45 ml C-h. 3 
+ 1,00 ml Antimon(IIT)-chlorid- Le. | 
mischen. | 
3] Meßan- Nach genau 10 Sek, P und St gegen 
satz L bei nn im HRG photome- 
ER 1 trieren. 





Blatt 3 


ARRIR 


u er EL a 
= 
x 


Ba a a ne 


a Ta Re ART 


P 


‘0,8 





VITAMIN A CARR-PRICE-Methode Vet 


Ausführung: 
A. Aufarbeitung und Verseifung des Kolostruns: 


u Ausführung Anmer 
kunge 


O ml Kolostrum 
O ml Trichloressigsäure-Lg, 



























PH mit Innendeckeln verschließen; 
schütteln; 30 Sek. zentrifugieren; 
Überstand verwerfen, 






Rückstand 
+ 0,9 ml KOH 





PH mit Innendeckeln verschließen. 
45 Min. bei 60 °C (Al-Block!) er- 
hitzen; auf Raumtemp. abkühlen 
(Wasserbad); Lg. weiter nach B. 
verarbeiten, 


aus A. DASURlSEOH 20,9 mi ROH 

ml-Ath. +0,9 ml-Ath.-+0,9 ml «Ath, 

ml C-h. +1,8 ml C-h. - 

- = +1,8 ml Vit.A- 
Stand.- 
UEe,c 


PH mit Innendeckeln verschließen; 
2 Min. schütteln (Schüttelmaschi- 
ne); 10 Sek. zentrifugieren. 


ml obere Phase 
ml Antimon(III)-chlorid-Ig. 


mischen. 


Nach genau 10 Sek. P und St 
gegen L bei 620 nm im H-RG photo- 
metrieren. 
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| Leber 
VITAMIN A CARR-PRICE-Methode Nur 


Berechnung: 


IE Vit.A/g (ml) 


St 


Leber: 90 
Kolostrum: 10,8 


1 IE Vitamin A @ 0,3 ug Vit.A-Alkohol 





Anmerkungen: 


'Gefrorene Leber in kleine Stücke zerschneiden und im Homo- 
genisator oder Schlagbecher (geschärfte Messer) homogeni- 
sieren. Bei Ferkeln ist die gesamte Leber zu homogenisieren 


H-RG (100 mm lang!) vor Gebrauch mit Kupfersulfat-Lg. op- 
tisch prüfen (Extinktionsmessung!). 
H-RG als Einwegmaterial benutzen! 


Bei Vitamin A-Koönzentrationen über 200 IE/g Leber bzw. 
Extinktionen 0,5 ist der Überstand mit Cyclohexan zu ver- 
dünnen! Die Verdünnung ist bei der Berechnung zu berück- 
sichtigen. 
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Leber 
VITAMIN A CARR-PRICE-Methode ORT 


Methodenmerkmale: 


Methodenbearbeitung: IaT Eberswalde-Finow; 1975 


Wiederauffindung;: 


Präzision: 
in der Serie: 


Probenzahl/Tag - AK: 


40 
(Einfachbestimmungen) 


Verbindlichkeitstermin: 1..03%...1979 
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VITAMIN A A! FARO 6 I BON 


Fluorimetrische Bestimmung: 


Vitamin A wird nach Verseifung seiner Ester mit Cyclohexan ex- 


trahiert. Dis Konzentration des Vitamin A wird aus der Diffe- 
renz der Fluoreszenzintensität des Extrakts vor und nach UV- 
Bestrahlung berechnet. 


Plasma, Leber, Milch 


Reagenzien: 


Reagenz Konz. Herstellung 


Cyclohexan Fraktioniert destillieren 
(Kp. 80,8 °C); in dunkler Fla- 
sche bei 2 - 5 °C aufbewahren 
(Fluoreszenzintensität & 3 
Einheiten!). 















Athanol 96% Fraktioniert destillieren 

(unvergällt) (EL ETBE BC) bei. 27=45506 
aufbewahren (Fluoreszenzinten- 
sität& 3 Einheiten!). 







Kalilauge 30 % 30 g Kaliumhydroxid p.a. in 
70 ml dest. Wasser lösen, 











Trichloressig- 10% 10 Trichloressigsäure p.a, 
säure-Lg. in 90 ml dest. Wasser lösen. 
Vitamin A- 300 IE/ 1 Kapsel Vitamin A-Alkohol 

Standard-Ig. a ml Jenapharm (30 000 IE) unter 






Cyclohexan zerschneiden und zu 
100 ml Lg. mit Cyclohexan auf- 
füllen, 














Vitamin A- 6 IE/ml 1 ml Vitamin A-Stand.-Ig. a 
Standard-Lg. b mit Cyclohexan zu 50 ml Ig. 
verdünnen. 







Vitamin A- 1,2 IE/ 2 ml Vitamin A-Stand.-Lg. b 
Standard-Ig. c ml mit Cyclohexan zu 10 ml Ig. 
auffüllen. 
Lg. täglich frisch bereiten, 


Fortsetzung Blatt 2 
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VITAMIN A Fluorimetrische Bestimmung vr 9172 


Reagenzien (Fortsetzung): 


Vitamin A- 60 IE/ml 10 ml Vitamin A-Stand.-Ig. a 
Standard.-Lg. d mit Cyclohexan zu 50 ml Ig. 
verdinnen,. 


Die Vitamin A-Standard-Lösungen sind in dunkler Flasche 
bei 2 - 5 °C aufzubewahren, 


In dieser Arbeitsvorschrift werden folgende zusätzliche Ab- 
kürzungen verwendet; 


C-h.: Cyclohexan KOH: Kalilauge 
Ath.: Athanol H20: Wasser 
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VITAMIN A Fluorimetrische Bestimmung vr +0 


Ausführung: 


Te Ben 
kunger 


1,0 ml Äthanol 


















in Wasserbad (ca. 15 °C) stellen. 





+ 1,0 ml H>0 


+2 VBumlVits 
A-Stand .- 
Lg. c 






PH mit Innendeckeln verschließen; 
2 Min. schütteln (Schüttelmaschi- 
ne), 20 Sek. zentrifugieren. 

Extrakt umgehend weiterverarbeiten! 


Ca. 1,7 ml Extrakt (obere Phase) 
in Küvette überführen. Fluores- 
zenzintensität gegen Glasstan- 

dard messen. 






Extrakt nach der Messung in neue 
PH zurückgießen. Von oben 15 Min. 
mit UV-Licht bestrahlen, 


Fluoreszenzintensität des UV- 
bestrahlten Extrakts messen 
(s,. Arbeitsschritt 3). 


Berechnung: s. Blatt 8 


Blatter 3 
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VITAMIN A Fluorimetrische Bestimmung V 01.2 


Ausführung; 
‚A. Verseifun der Leber 


Be Grein 
an en 


1,0 g lLeberhomogenat 
1,0 ml Kalilauge 
















PH verschließen. 30 Min. bei 

60 9°C erhitzen (Aluminium-Block). 
Im Wasserbad auf ca. 15 °C abküh- 
len. Lg. weiter nach B, verar- 
beiten 





Extraktion und Bestimmung des Vitamin A 





Lg. aus A. 
+ 1,0 ml Äth. + 
+ 


+ 1,5 = VIit, 
A-Stand,.- 
Lg. d 


PH mit Innendeckeln verschließen; 

2 Min. schütteln (Schüttelmaschi- 
ne). 20 Sek. zentrifugieren. 
Extrakt umgehend weiterverarbeiten! 


‚oo ml C-h. 
‚04 ml obere Phase 


mischen; in Küvette überführen; 
Fluoreszenzintensität gegen Glas- 
standard messen. 


Lg. in PH zurückgießen; von oben 
15 Min. mit UV-Licht bestrahlen. 


Fluoreszenzintensität der UV- 
bestrahlten Lg. messen (s. Ar- 
beitsschritt 2). 





Berfechnung: 3. Blatt 8 Blatt 4 
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VITAMIN A | Fluorimetrische Bestimmung | Milch VOL 


Ausführung: 
A. Aufarbeitung und Verseifung der Milch 


er nm 
kungen 


1,00 ml Milch 
Trichloressigsäure-Lg. 
















Kolostrum 
Trichloressigsäure-Ig. 







PH mit Innendeckeln verschließen. 
Schütteln; zentrifugieren (60 
Sekt). Überstand verwerfen. 








Kalilauge 









PH verschließen. 45 Min. bei 
60 °C erhitzen (Aluminium-Block). 
Im Wasserbad auf ca. 15 °C ab- 

kühlen, Lg. weiter nach B. ver- 
arbeiten. 






Fortsetzung Blatt 6 


Blatt 5 
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VITAMIN A Fluorimetrische Bestimmung E02 


ame (Fortsetzung von Blatt 5): 


| Ausführung Anmer- 
kungen 


1 PH 0,9 ml KOH 0,9 ml KOH 
+ 0,9 ml Äth. + 0,9 ml Äth. + 0,9 ml Ätnh. 
+ 2, ‚0 ml C-h. + 2,0 ml C-h, -_ 
- - + 2,0 ml Vit, 
A-Stand,-Ig. 
PH mit Innendeckeln verschließen. 
2 Min. schütteln (Schüttelmaschi- 
ne). 20 Sek. zentrifugieren., 
Extrakt umgehend weiterverarbei- 
ten. 















Ca. 1,7 ml Extrakt (obere Phase) 
in Küvette überführen. Fluores- 
zenzintensität gegen Glasstan- 
dard messen. 








Extrakt nach der Messung in neue 
PH zurückgießen. Von oben 15 
mit UV-Licht bestrahlen. 





Min ® 











Fluoreszenzintensität des UV-be- 
strahlten Extrakts messen (siehe 
Arbeitsschritt 2). 







Berechnung: s. Blatt 8 


Blatt 6 
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Fluorimetrische Plasma, Leber 


Anmerkungen: 


Während der Pipettierungen und der UV-Bestrahlung sind die 
PH in einem Wasserbad bei einer Temperatur von ca. 15 °C 
zu halten, 


Meßanordnung;: 


Geräte: SPEKOL mit Meßansatz FK1 
5 Zusatzeinrichtung QL (Qusecksilberlampe ) 
Primärwellenlänge: 366 nm 
Filter UG2 zw. FK1 u. Lichtaustrittsspalt 
am SPEKOL 
Sekundärfilter: 500 - 3 000 nm (0G4) 
Zusatzverstärker ZV (Verstärkerstufe 1 000) 
Empfängereinrichtung m. Photovervielfacher Pho M 
(Verstärkerstufe 3) 


Eichung: Einstellung der Fluoreszenzintensität des farblo- 
sen Glasstandards (WG9) auf den Wert 55. Dabei 
ist der Zusatzverstärker ZV auf die Verstärker- 
stufe 50 zurückzuschalten. 


Zur er der Proben eignet sich eine SOLIMED- 
) 


Tisch-Quarzlampe hne untere Filterplatte). Der Abstand 
zwischen Lampengehäuse und Proben soll ca. 20 cm betragen. 


Gefrorene Leber in kleine Stücke zerschneiden und im Homo- 
genisator oder Schlagbecher (geschärfte Messer) homogeni- 
sieren. Bei Ferkeln ist die gesamte Leber zu homogenisieren 


Bei Vitamin A-Konzentrationen in der Leber 790 IE/g, im 
Kolostrum > 9 IE/ml bzw. in der Milch >2 IE/ml sind die 
Extrakte mit Cyclohexan zu verdünnen. Bei der Konzentra- 
tionsberechnung ist der Verdünnungsfaktor zu berücksichti- 
gen (Blatt 8). 





Blatt 7 
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Fluorimsetrische Plasma, Leber 5 


Berechnung: 


KOLBEN TG SA/ml. le) 


2,4 F 2,4 
Leber; 91,8 Kolostrum: F 9,6 


1 IE Vit. A © 0,3 ug Vit. A-Alkohol 


Achtung! Evtl. Verdünnung der Leber- bzw. Milchextrakte beach- 
ten! (Anmerkung 5) 





Methodenmerkmale:; 


Methodenbearbeitung: IaT Eberswalde-Finow; 1975 


Wiederauffindung: 


Präzision; 
in der Serie: 


nun mu a 


NIAN NUN 


Probenanzahl/Tag +» AK: 
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